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SUSANNE AILEEN FUNKE und DIETER WILLBOLD
Frühdiagnose und Therapie der Alzheimerschen Demenz
Die Alzheimersche Demenz
Die Alzheimersche Demenz (AD), lateinisch Morbus Alzheimer, ist eine neurodegenerati-
ve Erkrankung und die am meisten verbreitete Demenzform. Im Jahr 2006 waren weltweit
geschätzte 27 Millionen Menschen betroffen.1 Die Pathogenese ist von einer Verschlechte-
rung der kognitiven Leistungsfähigkeit geprägt, die meistens mit Verhaltensauffälligkeiten
und neuropsychologischen Symptomen einhergeht. Im fortgeschrittenen Stadium verler-
nen die Patienten altbekannte Fähigkeiten und erkennen nahestehende Personen nicht wie-
der. Die Lebenserwartung nach der Diagnose beträgt statistisch betrachtet sieben bis zehn
Jahre. Bis heute gibt es keine kausale Therapie der AD, es können lediglich die Symptome
gelindert werden. Des Weiteren wird die Krankheit in der Regel zu spät diagnostiziert.
Ein pathologisches Merkmal von Morbus Alzheimer, das schon lange vor den klinischen
Symptomen der Krankheit bestimmbar ist, sind die so genannten Amyloidplaques, oder
kurz Plaques, in den Gehirnen der Patienten (siehe Abb. 1). Diese bestehen hauptsäch-
lich aus dem Amyloid-β-Peptid, kurz Aβ. Aβ besteht aus 39 bis 42 Aminosäuren, hat
Sequenzbereiche mit überwiegendem Anteil an hydrophoben Aminosäuren und entsteht
durch proteolytische Spaltung des Amyloid-Vorläuferproteins (APP). Die Amyloid-Kas-
kadenhypothese weist Aβ eine zentrale Rolle in der Pathogenese der AD zu. In dieser
Hypothese wurden die Aggregation des Aβ und die Ablagerung der Aggregate in Form
von Plaques als Auslöser der Krankheitssymptome postuliert.2 Heutzutage gibt es aber
auch viele Beweise, dass vor allem kleine, lösliche Aβ-Aggregatspezies eine bedeutsame
Rolle im Krankheitsprozess spielen.3
Die Frühdiagnose der Alzheimerschen Demenz
ist von fundamentaler Bedeutung
Selbst nach dem Eintreten der symptomatischen Phase ist die Diagnose der AD nur mit
maximal 90-prozentiger Sicherheit möglich. Das bedeutet, dass allein in Deutschland mit
circa einer Million diagnostizierten AD-Fällen mehr als 100.000 Menschen falsch behan-
delt werden. Dieser Zustand ist völlig inakzeptabel. Die Pathogenese der AD beginnt bis
zu 20 Jahre vor dem Eintreten der Symptome, und nach heutigem Wissen ist der entstande-
ne Schaden im Gehirn irreversibel. Eine völlig sichere Diagnosemöglichkeit besteht erst
nach dem Tod des Patienten durch den histopathologischen Nachweis unterschiedlicher
Veränderungen im Gehirn. Somit sind neue Möglichkeiten, die AD früher und sicherer zu
1 Vgl. Brookmeyer et al. (2007: 186).
2 Vgl. Hardy und Higgins (1992: 184).
3 Vgl. Haass und Selkoe (2007: 101).
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Abb. 1: Pathologie der Alzheimerschen Demenz. Monomeres Aβ aggregiert zu toxischen Aβ-Aggre-
gaten und -Fibrillen (elektonenmikroskopische Aufnahme), wie sie in Aβ-Plaques (lichtmikro-
skopische Aufnahme) im Gehirn von Patienten zu finden sind.
diagnostizieren und gegebenenfalls zu therapieren, von größtmöglichem Interesse. Ten-
denziell gibt es momentan zwei Ansatzpunke für die Frühdiagnose der AD. Bei der ersten
wird ein so genannter Biomarker, der den Ausbruch der Krankheit anzeigen kann, in Kör-
perflüssigkeiten der Patienten (wie Blut oder Rückenmarksflüssigkeit) nachgewiesen. Bei
der zweiten werden die Plaques in den Gehirnen der Patienten mittels eines Aβ-spezifi-
schen Stoffes (Sonde) markiert und durch In-vivo-Imaging-Methoden am lebenden Pati-
enten nachgewiesen. In unserer Arbeitsgruppe beschäftigen wir uns mit beiden Methoden.
Ein ultrasensitiver Test für den Nachweis
von Aβ-Aggregaten in Körperflüssigkeiten
Wie bereits oben im Text beschrieben, sind aggregierte Aβ-Spezies ein fundamentales
pathologisches Merkmal der AD. Pathologische Proteinaggregate können bisher nur mit
eingeschränkter Präzision quantifiziert werden, so dass Verteilungsanalysen in Körper-
flüssigkeiten bisher schwer durchführbar sind. In unserer Arbeitsgruppe wurde ein von Dr.
Eva Birkmann und Univ.-Prof. em. Dr. Detlev Riesner entwickeltes Verfahren zum Nach-
weis von pathologischen Prionproteinaggregaten4 auf die Alzheimersche Erkrankung an-
gewendet. Mittels Surface-FIDA ist ein Einzelaggregatnachweis möglich, der die genaue
Quantifizierung der Aggregatanzahl ermöglicht, aber auch Aussagen über Größe und Zu-
sammensetzung der Aggregate zulässt. Diese Methode ist von der Fluoreszenzkorrelati-
onsspektroskopie (FCS) abgeleitet. Dafür werden die in Proben von Körperflüssigkeiten
enthaltenden Aβ-Aggregate mittels eines spezifischen Fängers (Capture) auf einer Glaso-
berfläche immobilisiert. Anschließend werden die Aggregate durch zwei Aβ-spezifische
4 Vgl. Birkmann et al. (2006: 95) sowie Birkmann et al. (2007: 294).
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Sonden (zum Beispiel Anti-Aβ-Antikörper), die verschiedene Fluoreszenzlabel tragen,
markiert (Abb. 2). Mittels konfokaler Spektroskopie können anschließend die Aggrega-
te detektiert werden, wobei die Detektion von Aβ-Monomeren ausgeschlossen werden
kann. Das ist wichtig, da monomeres Aβ auch in gesunden Menschen vorkommt. Da bei-
de fluoreszenzmarkierten Sonden zahlreich an ein Aggregat binden, können während der
Messung hohe Fluoreszenzintensitäten auf beiden Kanälen detektiert werden, sobald sich
ein Aggregat im Messfokus befindet. Die Kreuzkorrelation der eingehenden Signale beider
Fluoreszenzfarbstoffe ermöglicht es, einzelne Aggregate zu zählen. Diese können deutlich
von ungebundenem Fluoreszenzfarbstoff oder monomerem Protein unterschieden werden,
da sie nur geringe und nicht gleichzeitig auftretende Fluoreszenzintensitäten verursachen.
Die entsprechende Methode zur Auswertung heißt 2D-FIDA (zweidimensionale Fluores-
zenzintensitätsdistributionsanalyse).
Abb. 2: Das Prinzip des Einzelaggregatnachweises (Surface-FIDA). Aβ-Aggregate aus einer Probe
(Rückenmarksflüssigkeit, Blut) werden mittels eines Aβ-Antikörpers auf einer Glasoberfläche
immobilisiert. Anschließend werden die Aggregate mittels unterschiedlicher Antikörper, die
eine Fluoreszenzmarkierung tragen, markiert. Nach verschiedenen Waschschritten erfolgt die
Messung mittels Fluoreszenzkorrelatiosspektroskopie (FCS) oder Laserscanningmikroskopie.
Eine Validierung mit synthetischem Aβ zeigte, dass der Test in einem weiten Be-
reich von Aggregatkonzentrationen linear ist und Aβ-Mengen bis in den unteren Piko-
grammbereich detektiert werden können. Erste Studien ergaben, dass mittels Surface-
FIDA Rückenmarksflüssigkeiten von gesunden Probanden und AD-Patienten unterschie-
den werden können.5
5 Vgl. Funke et al. (2007: 902) sowie Funke et al. (2008: 315).
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Innerhalb der nächsten Jahre soll der eben beschriebene Test so weit entwickelt werden,
dass er für die Frühdiagnose, vielleicht sogar für die Prognose der AD eingesetzt werden
kann. Zusätzlich soll mit diesem Test ein Biomarker für die Begleitung von Therapiever-
suchen zur Verfügung stehen. Zurzeit optimieren wir die technische Durchführung des
Testansatzes.
D-enantiomere Peptide für die Frühdiagnose
der Alzheimerschen Demenz
Eine weitere Möglichkeit zur Frühdiagnose der AD ist der Nachweis der pathologischen
Plaques im Gehirn eines Patienten zu Lebzeiten. Dafür sind Sonden nötig, die mit ho-
her Spezifität und Selektivität an Aβ-Plaques oder Oligomere binden. In unserer Arbeits-
gruppe wurden dazu mittels Spiegelbildphagendisplay aus einer mehr als eine Milliarde
verschiedener Peptide enthaltenden Bibliothek einige Peptide identifiziert, die aus D-en-
antiomeren Aminosäuren bestehen und mit hoher Spezifität an Aβ-Fibrillen binden. Für
Peptide, die aus D-enantiomeren Aminosäuren bestehen, werden im Vergleich mit den je-
weiligen L-Enantiomeren eine gesteigerte Proteaseresistenz und eine geringere Immuno-
genität erwartet.6 Das Peptid D1 bindet sehr spezifisch und mit einer Bindungskonstante
im submikromolaren Bereich an aggregiertes Aβ. In Hirnschnitten werden andere amyloi-
de Ablagerungen, die nicht aus Aβ bestehen, nicht erkannt.7 Erste In-vivo-Experimente in
transgenen Alzheimermäusen zeigten eine selektive Färbung von Aβ(1-42)-Ablagerungen
in deren Gehirnen (Abb. 3).
Abb. 3: Bindung von fluoreszenzmarkiertem D1-Peptid (D1-FITC) an Plaques in den Gehirnen trans-
gener APP-PS∆-Mäuse. Das Peptid wurde den Mäusen direkt in das Gehirn appliziert. Nach
der Applikation wurden die Mäuse eingeschläfert und die Gehirne wurden auf Fluoreszenz
untersucht.
Diffuse Aβ-Plaques, die fast ausschließlich Aβ(1-40) enthalten, werden nicht ange-
färbt.8 Das Peptid kann, zumindest zum Teil, die Blut-Hirn-Schranke überwinden und soll
Basis für die Entwicklung eines Diagnoseverfahrens mittels In-vivo-Imaging zur präkli-
nischen Diagnose und zum Online-Monitoring einer möglichen AD-Therapie sein.
6 Vgl. Schumacher et al. (1996: 1854) sowie van Regenmortel et al. (1998: 377).
7 Vgl. Wiesehan et al. (2003: 748) sowie Wiesehan und Willbold (2003: 811).
8 Vgl. van Groen et al. (2009: 276).
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Aβ-Aggregation modulierende D-Peptide
für die Therapie der Alzheimerschen Demenz
Die Inhibition der Aβ-Aggregation oder das Auflösen bestehender amyloider Plaques im
Gehirn scheinen verschiedenen Studien zufolge ein bedeutendes Ziel für die Therapie der
Krankheit. Ähnlich wie oben im Text für D1 beschrieben, wurde das D-Peptid D3 identifi-
ziert. D3 hat hochinteressante Eigenschaften, die es für die Entwicklung eines Therapeu-
tikums prädestinieren. In vitro moduliert das D3-Peptid die Aggregation von Aβ. Dabei
wirkt es speziell auf lösliche, frei diffundierbare Aβ-Oligomere, die heute als extrem toxi-
sche und frühe pathologische Agenzien bei der Entstehung der AD gelten.9 Im Zellkultur-
test wirkt sich das Aβ-Peptid negativ auf die Zellviabilität aus. Bei Inkubation von PC12-
Zellen mit Aβ und D3 wird die Zellviabilität abhängig von der Konzentration von D3 auf
bis zu 100 Prozent wiederhergestellt. In vivo reduziert D3 die amyloiden Plaques und die
entzündlichen Begleiterscheinungen im Gehirn transgener AD-Mäuse (APP-PS∆) signi-
fikant. Diese Mäuse exprimieren das humane Amyloid-Precursor-Protein (APP) und ent-
wickeln ab einem Alter von circa fünf Monaten amyloide Plaques. Die über einen Monat
verabreichte Gesamtmenge an D3 betrug in dieser Studie nur 9 µg pro Tag und Maus. Die
Inspektion der Gehirnschnitte zeigte eine signifikante Reduktion der amyloiden Plaques
bei der Gruppe von Mäusen, die mit D3 behandelt wurde10 (Abb. 4).
Abb. 4: Das D3-Peptid reduziert die Zahl der amyloiden Ablagerungen in den Gehirnen transgener
APP-PS∆-Mäuse. Acht Monate alte transgene Mäuse wurden ohne D3 („Control“) oder mit
D3 (0,009 mg pro Tag) über einen Monat behandelt.
9 Vgl. Walsh und Selkoe (2007: 1172).
10 Vgl. van Groen et al. (2008: 1848).
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Die gleiche Wirkung zeigt sich, wenn das Peptid oral (über das Trinkwasser) aufgenom-
men wird. Zusätzlich zeigen behandelte Mäuse eine Verbesserung ihrer kognitiven Fähig-
keiten im Morris-Water-Maze-Test (Manuskript in Vorbereitung). Zurzeit kann über den
Wirkmechanismus des D3-Peptids nur spekuliert werden. Da die Aufklärung des Wirk-
mechanismus möglicherweise auch fundamentale Informationen über die Entstehung und
Bekämpfung der AD liefern kann, ist dies derzeit ein Hauptziel unserer Forschung.
Abb. 5: Die derzeitige Alzheimerforschungsgruppe um Dr. Susanne Aileen Funke und Univ.-Prof. Dr.
Dieter Willbold.
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